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CHAPTER 9
Summary and general discussion
9.1 SUMMARY OF THE OBSERVATIONS IN THE THESIS
The first part of the thesis focuses on the effect of TNFa on bronchial hyperre-
sponsiveness /» wVro and evaluates possible immunomodulatory effects of drugs,
used in the treatment of asthma, in /'« wVro models.
TNFa is implicated in the pathogenesis of asthma, as has been shown in several
studies [1,2,3|4]. TNFa release is increased in cells, involved in the asthmatic in-
flammation i?.£. mast cells [5], epithelial cells [6], activated T-lymphocytes [7] and
macrophages [8] and enhanced levels of TNFa may in turn augment the inflam-
matory response [6,9]. Increased levels of TNFa have been observed in the the late
asthmatic reaction (LAR) [10,11,12], as well as after IgE-receptor crosslinking
[13]. Since the LAR is associated with an increase in bronchial hyperresponsive-
ness, we speculated diat TNFa itself may affect the contractile response of bron-
chial smooth muscle directly. In <r/w/>ter3, we investigated the effect of TNFa on
the isotonic contraction of tracheal smooth muscle strips of unsensitized guinea-
pigs in organ baths. Incubation of tracheal strips for 30 min with TNFa
(10"'-'-10'° M), induced an increase in methacholine-induced maximum contrac-
tion by 70%. The specificity of the observed effect was demonstrated by coincu-
bating recombinant human TNFa with a soluble TNF-Receptor construct
(sTNFR-p80-construct), which completely inhibited the increase in contractility.
In contrast to the effects of TNFa on membrane potentials in striated muscle
[14], we observed a very steep dose-response effect in tracheal smooth muscle, sug-
gesting a differential effect of TNFa in the two muscle types. We also observed
that the effect of TNFa was only apparent after a 30 min washing period, whereas
no effect was observed on methacholine-induced contraction, when tracheal strips
were stimulated directly after the incubation-period. Since this may suggest in-
volvement of secondary mediators and, since TNFa induces activation of phos-
pholipase A, [8,15], we coincubated tracheal rings with indomethacin (10"') (to
block prostaglandin synthesis) and with a platelet activating factor antagonist
(WEB 2086 (10-6 M)), to inhibit PAF effects. We observed that, although
indomethacin did induce changes in contractility itself, no effect was observed on
TNFa-induced effects. In contrast, the PAF-antagonist completely inhibited
TNFa-induced hypercontractility, demonstrating the involvement of PAF. Con-
sidering the observed time-delay and the biological availability of PAF, we specu-
late that either TNFa induces PAF-synthesis within airway smooth muscle cells or
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that smooth muscle cells interact with cells, expressing PAF at their surface. The
present study therefore extends observations from previous studies in humans
[16,17], demonstrating that TNFa can affect bronchial smooth muscle cells di-
rectly.
After the demonstration of a direct effect of TNFa on smooth muscle contractility,
we analysed in r/w/>fcr 4 the effects of theophylline on the release of proinflamma-
tory mediators (TNFa, IL-6, IL-8) and soluble TNF-receptors in peripheral blood
monocytes and alveolar macrophages. Theophylline induced a dose-dependent
inhibition of TNFa release in lipopolysaccharide (LPS) stimulated monocytes /'«
v/'fro; theophylline partially inhibited TNFa release at a concentration of 20
Hg/ml, however maximum inhibition was observed at concentrations of 80 Hg/ml,
well above clinically acceptable levels. Additional analysis showed that theophyl-
line (20 Hg/ml) induced a 59% inhibition of LPS-induced TNFa mRNA accu-
mulation and also inhibited LPS-induced IL-6 mRNA accumulation by 49%.
However, IL-6 was only mildly decreased on protein level, suggesting that post-
transcriptional adaptive mechanisms exist, which compensate for the reduced
IL-6 mRNA synthesis, induced by theophylline. We also showed hat the observed
decrease in TNFa synthesis was not induced by enhanced levels of IL-10, in con-
trast to other studies [18,19]. Theophylline induced, parallel to a decrease in
TNF, a decreased release of IL-10, probably secondary to a decreased TNFa re-
lease [20]. In line with observations with PGE, [21], theophylline did not affect
cytokine release in alveolar macrophages, probably due to differences in the level
of maturation between alveolar macrophages and peripheral blood monocytes.
This difference in maturation might also explain the observation that levels of
LPS-induced TNFa release were much higher in alveolar macrophages than in
monocytes. In addition, theophylline induced changes in the shedding of sTNF-
Receptor-75 in monocytes, whereas no effect was observed in alveolar macro-
phages. The importance of this effect is not clear yet.
In human endothelial cells, theophylline (100 (Jg/ml) inhibited the expression of
VCAM-1 in TNFa-stimulated cells, whereas no effect was observed on LPS-
stimulated cells. Theophylline did not affect cytokine (IL-6 and IL-8) release of
endothelial cells, nor influence the expression of ICAM-1 and E-selectin on endo-
thelial cells. Since the ligand of VCAM-1, VLA-4 (very late antigen-4) is expressed
on eosinophils and T-lymphocytes, observations from our study provide a mecha-
nism for the observed inhibition of T-lymphocyte and eosinophil influx in bron-
chial mucosa by theophylline [22]. This may also explain why withdrawal of theo-
phyllline in patients with asthma resulted in an increase in T-lymphocytes,
infiltrating the airways [23]. In conclusion, the present study shows that theophyl-
line has immunomodulatory effects «'» wVro, which may explain part of the benefi-
cial effects of theophylline in the treatment of asthma »w two [24].
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In accordance with observations on theophylline, addition of long-acting
p,-agonists to treatment regimens in asthma show an advantageous effect, which
could involve immunomodulatory effects of p,-agonists [25,26]. In f/w/>f<rr 5 ef-
fects of salmeterol and salbutamol were investigated on the release of proinflam-
matory cytokines (TNFoc, IL-6 and IL-8) in LPS-stimulated monocytes of heal thy
volunteers /'« w'fro. Both salmeterol (10'MO'' M) and salbutamol (10"M0"*M) in-
hibited TNFa release (maximum inhibition ± 50%), whereas a trend in inhibition
of IL-6 release was observed. The specificity of the observed response was shown
by coincubation of salmeterol and salbutamol with propranolol, a non-selective
(^-antagonist, that completely reversed the inhibition of TNFa release. Additional
analysis showed that, in contrast to theophylline, IL-10 may be involved in the ob-
served immunomodulatory effects, since salmeterol and salbutamol induced en-
hanced IL-10 release in the presence of LPS (l(ig/ml). However, since TNFa re-
lease was also inhibited in experiments without IL-10 induction, effects of
salmeterol and salbutamol on LPS-induced gene-transcription for TNFa and
IL-6 were analysed. Both drugs inhibited TNFa mRNA accumulation and to a
minor extent IL-6 mRNA. Comparison of the inhibitory effects of salmeterol and
salbutamol on TNFa release demonstrated that salbutamol dose-dependently in-
hibited TNFa release, whereas salmeterol appeared to reach already maximum in-
hibition at much lower concentrations.
The second part of the thesis evaluates the effect of inhaled beclomethasone di-
propionate in patients with mild, stable asthma with regard to asthma-symptoms
and bronchial hyperresponsiveness, as assessed with cold air bronchoprovocation.
In addition, the effect of beclomethasone on biomarkers in peripheral blood of
asthmatic patients was evaluated.
In c/uzpter 6, we evaluated the effect of treatment with inhaled beclomethasone di-
propionate(1000|ig.day' for six weeks) on asthma symptoms, peak-flow, pulmo-
nary function and bronchial hyperresponsiveness. Forty (steroid-naive) patients
with mild, stable asthma were included in a double-blind, placebo-controlled
parallel-group study. Stratification according to sex was performed to overcome
differences in airway diameter. Bronchial hyperresponsiveness was assessed by an
indirect bronchial challenge test, />. isocapnic hyperventilation with cold air
(IHCA). We chose to study the effects of an indirect bronchial challenge test with
IHCA, since IHCA provides a more physiological stimulus for airway contraction
and represents a highly specific test for increased airway hyperreactiviry [27]. The
response to IHCA was analysed using both conventional flow-volume recordings
by a pneumotachograph as with the forced oscillation technique (FOT). This
method requires no deep inspiratory manoeuvre, which may influence bronchial
tone and may influence the result of bronchoprovocation testing [28]. We ob-
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served that IHCA induced a significant decrease in FEV, from baseline (18%
pred.) and that characteristic changes occurred in the FOT recordings, />. an in-
crease in resistance at 8 Hz (7?8) and the development of a negative frequency de-
pendence (FD) curve. Changes in reactance resulted in an increase in resonant fre-
quency (/„) and a decrease in reactance at 8 Hz (A8). These results were in line
with previous data [29,30]. Also, responses in FOT parameters correlated with
changes in FEV, (correlation with change in /?8: r=-0.68, p<0.001; with FD:
r=0.67, p<0.001; with A8: r=0.65, p<0.001 and with /„: r=-0.67, p<0.001); the
present data confirm observations from previous studies [30]. Treatment with be-
domethasone dipropionate (BDP) induced statistically significant changes in ef-
fects of IHCA, as assessed with the FOT. BDP treatment resulted in: a diminished
increase in /?8 induced by IHCA; a decrease in the steepness of the slope of the
FD-curve; a decrease in AB changes after IHCA and a decrease in change of/,,, fol-
lowing IHCA. Although a trend towards a decreased change in FEV, after IHCA
was observed, these results did not reach statistical significance. In addition, a high
correlation was observed between IgE levels in patients and the effect of BDP on
IHCA, as assessed by FOT (r=0.88, p<0.001). These observations are in accor-
dance with data from a previous study [31]. No changes were observed in asthma-
symptom scores, peak flow rates and use of P,-agonists. However, it should be no-
ticed that all patients in the study group had very mild asthma. In summary, this
study showed that beclomethasone reduces bronchial hyperresponsiveness in sta-
ble asthmatic patients and the study demonstrated that the forced oscillation tech-
nique was more sensitive to changes in bronchial tone than conventional flow-
volume recordings.
In C/W/J/VJT 7, we studied levels of inflammatory mediators in peripheral blood of
the asthmatic patients, participating in the study, as described in chapter five. We
chose to study levels of soluble adhesion molecules, because expression of adhesion
molecules is increased in the bronchial mucosa in asthmatic patients [32,33] and
increased levels of sICAM-1 and sE-Selectin have been observed in blood of pa-
tients with acute asthma [34,35]. Also, after segmental allergen challenge, in-
creased levels of sICAM-1 have been found in blood [36], suggesting that soluble
adhesion molecule levels in the circulation may reflect inflammatory changes
within the pulmonary compartment. Since TNFcc is very potent in the upregula-
tion of adhesion molecule expression on endothelial and epithelial cells [6,8], we
also measured levels of soluble TNF-receptors, since they reflect the inflammatory
status of patients [37]; in addition, one study has observed increased levels of solu-
ble TNF-receptors in acute asthma [38]. At entry of the study, levels of sICAM-1,
sE-Selectin-1, sTNF-R55 and sTNF-R75 in our group of asthmatic patients were
comparable with levels in a group of healthy volunteers (age 20-40 yrs). These ob-
servations are in line with previous observations [34,35]. Treatment with BDP re-
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suited in a significant, although small decrease in sTNF-R55, already apparent
from 2 weeks of treatment. Furthermore, BDP induced a gradual decrease in
sICAM-1 levels, which reached significance after 6 weeks of treatment. Interest-
ingly, the magnitude of BDP-induced decrease in sICAM-1 (30 ng/ml) was com-
parable to the changes in sICAM-1, observed in peripheral blood after segmental
allergen challenge [36]. In addition, we also observed that BDP induced a decrease
in blood eosinophils, which was already apparent after two weeks treatment with
BDP (in analogy with the trend observed in sTNF-R55). No changes occurred in
levels of sTNF-R75 and sE-Selectin-1. Although effects of BDP on levels of
sTNF-R55 and sICAM-1 were significantly correlated with the initial levels of
these markers at entry of the study, no correlations could be demonstrated be-
tween the effect of BDP on levels of inflammatory mediators and indicators of
asthma-severity (pulmonary function, bronchial hyperresponsiveness and number
of blood eosinophils). We suggest tJiat the observed changes in sTNF-R55 and
sICAM-1 reflect the anti-inflammatory effects of beclomethasone on bronchial
inflammation.
In f/w/>fcr S, we analysed the levels of antioxidant enzymes (superoxide dismutase,
catalase, glutathione peroxidase, glutathione S-transferase) and total cell glu-
tathione in erythrocytes of patients, participating in the study, as described in
chapter five. Besides enhanced production of cytokines, cells involved in the asth-
matic inflammation also produce increased amounts of reactive oxygen species
(ROS) [39,40,41]. ROS are involved in the pathogenesis of asthma, since they in-
duce changes in airway contractility, induce plasma leakage and induce release of
secondary mediators f.£. PAF [42]. Besides increased ROS exposure, antioxidant
defenses in asthma are decreased, resulting in a further disturbed oxidant-
antioxidant balance [43]. Several studies demonstrated decreased levels of glu-
tathione peroxidase [44,45] and catalase [46] in asthmatic patients. In this study,
we analysed the effect of inhaled beclomethasone on antioxidant levels in erythro-
cytes, since several studies have shown that erythrocyte antioxidant levels reflect
chronic changes in exposure to ROS [47,48,49,50]. In this study, we showed that
treatment with BDP induced a gradual increase in erythrocyte catalase levels,
which reached significance after 6 weeks. In contrast, treatment with BDP re-
sulted in a gradual decrease in the total content of erythrocyte glutathione, which
became significant after 6 weeks. We also showed that BDP-induced change in
catalase levels inversely correlated with catalase levels at entry, suggesting that pa-
tients with lower catalase levels represented patients with more serious asthma.
Futhermore, it was shown that patients, who responded to corticosteroid treat-
ment by a rise in catalase levels, had higher blood eosinophil counts than patients,
who did not respond to beclomethasone with a rise in catalase levels. For effects of
BDP on glutathione levels, this distinction was not observed. Also, within the
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present study, we could observe no correlations between erythrocyte antioxidant
enzyme levels and indicators of asthma severity (pulmonary function, bronchial
hyperresponsiveness, IgE), nor did effects of BDP on antioxidant levels correlate
with asthma severity.
We speculate that the observed changes in antioxidant levels in erythrocytes reflect
a decreased exposure to ROS, induced by anti-inflammatory effects of BDP
within the airways.
9.2 GENERAL DISCUSSION
In this thesis, it was demonstrated that TNFa induces BHR by a direct effect on
airway smooth muscle; however, although other cytokines, like IL-5 and IL-4, are
also implicated in the development of BHR, it is not clear yet whether they induce
BHR directly or indirectly [51]. Since TNFa is produced early in the inflamma-
tory response and has been shown to induce cytokine release in cells and enhance
adhesion molecule expression [6], TNFa can be considered to play a central role
in the asthmatic inflammation [52]. We therefore investigated possibilities for
pharmacological immunomodulation of TNFa by drugs, used in the treatment of
asthma. The inhibitory effects of salbutamol and salmeterol on gene-transcription
for TNFa and IL-6 were shown to be comparable with the effects of theophylline;
however, for salbutamol and salmeterol, effects were achieved at concentrations,
which resemble local concentrations within the airways, whereas for theophylline
effects were achieved at relatively high concentrations. The /'« w'/ro studies were
performed in cells, obtained from healthy subjects and may not accurately reflect
the activation status of inflammatory cells, observed in asthmatic patients. In case
of theophylline, studies have shown that theophylline has an increased inhibitory
effect on phosphodiesterase in atopic patients in comparison with healthy subjects
[53], suggesting that theophylline may achieve immunomodulatory effects in
asthma at even lower concentrations. This observation is supported by observa-
tions from clinical studies [22,23]. Specific type IV phosphodiesterase-inhibitors,
which are currently under development, have been shown /'« wVro to possess im-
munomodulatory effects at much lower concentrations than theophylline [54]
and may represent potent drugs in asthma treatment.
Although we observed immunomodulatory effects for the (},-agonists in pharma-
ceutical concentrations, studies in humans have shown differences between the
protective effects of long-acting p,-agonists in acute inflammatory reactions, as
observed after allergen challenge [55,56,57] and effects, observed in chronic
asthma [58,59]. After allergen challenge, salmeterol decreased levels of IL-4,-5 and
ECP [55] and inhibited the development of bronchial hyperresponsiveness [56].
The observed protection of salmeterol on the development of BHR may, at least in
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part, be explained by the inhibitory effect of salmeterol on TNFa release, as ob-
served above (chapter 3 and 5). The discrepancy, observed between effects of sal-
meterol in /'« w'/ro studies and effects on bronchial inflammation /'«two, especially
in chronic asthma, is difficult to explain. For salbutamol, the absence of an effect
/'« two can be explained by its short duration of action, but salmeterol may induce
immunomodulatory effects /'« two, due to its longer duration of action. It is possi-
ble that in chronic asthma, P-receptor activation may result in a decreased cAMP
generation, due to the inflammation. This hypothesis is supported by the observa-
tion that activated alveolar macrophages of asthmatic patients generate less cAMP
than macrophages, obtained from healthy volunteers [60]. In contrast, the bron-
chodilating capacities of salmeterol are preserved, since bronchodilation by p-ag-
onists is reported to occur mainly through maxi-K channels, opened directly by a
subunit of the stimulatory G-protein, suggesting that smooth muscle relaxation
may occur, independent of an increase in cAMP [61]. Since cAMP is an important
secondary mediator in the immunomodulatory effects of p-receptor agonists
[62,63], this may explain why effects of p,-agonists are less obvious in asthmatic
inflammation /'« two. Therefore, the addition of corticosteroids to treatment with
long-acting p,-agonists may result in enhanced anti-inflammatory effects of P-ag-
onists and may result in an improved control of asthma [25,26].
In the second part of the thesis, we evaluated the effect of corticosteroids on airway
hyperresponsiveness in asthmatic patients and we simultaneously monitored
changes in peripheral blood markers.
The study was performed in patients with stable, mild asthma, who, according to
the new guidelines for classification of asthma [64], should be classified in the
group of intermittent asthma, as judged by their FEV,, asthma-symptom score
(mild dyspnea once a day) and peak flow variability (<10%). Several studies have
observed that, even in this group of patients with mild stable asthma, increased
numbers of mast cells, eosinophils, lymphocytes and macrophages are present
within the bronchial mucosa and epithelium [65,66]. In addition, an increased
thicknesss of the basement membrane was observed in these patients [66], suggest-
ing that airway remodelling represents an early event in the pathophysiology of
asthma.
Our patient group demonstrated a considerable bronchial hyperresponsiveness, as
was shown by the response to IHCA, which was substantially increased in com-
parison to healthy subjects [27,67]. Treatment with beclomethasone resulted in
the reduction of BHR as assessed with FOT. The absence of an effect, as assessed
by FEV, measurement, can be explained by a recent study, demonstrating that, es-
pecially in patients with the mildest form of airway obstruction, the performance
of a deep inspiratory manoeuvre, as is required for the measurement of FEV,, re-
sulted in the largest reversal of bronchial obstruction [68].
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The general concept, that BHR and airway inflammation are correlated [69], sug-
gests that airway inflammation is present in our patients. Although we did not per-
form bronchial biopsies in our patients to assess changes in bronchial inflamma-
tion, beclomethasone dipropionate, used in an almost similar treatment protocol,
induced a significant reduction in the number of epithelial and mucosal mast cells,
eosinophils and T-lymphocytes [70]. Also, a significant reduction in T-
lymphocyte activation markers was observed, both in BAL and to a lesser extent in
peripheral blood [71]. In these studies, patient groups were comparable with re-
gard to baseline pulmonary function to our patient group, although PEF variabil-
ity, asthma symptom score and bronchial hyperreactivity were somewhat higher.
In the last two chapters of this thesis, we monitored changes in peripheral blood
markers, which might reflect changes in bronchial inflammation. Since pilot stud-
ies showed that proinflammatory cytokines (TNFot, IL-6 and IL-8) could not be
detected in peripheral blood of our patients, other markers, involved also in the
asthmatic inflammation, were used. The present study observed that, parallel to
the observed decrease in BHR, levels of circulating TNF-R55 and ICAM-1 de-
creased, as did the number of peripheral blood eosinophils. BDP may decrease lev-
els of circulating mediators either by inhibiting synthesis in epithelial [72] or en-
dothelial cells [73], or indirectly, by inhibiting the release of cytokines, that can
regulate the expression of these molecules, like f.£. TNFa or IL-4.
The effect of BDP on the number of circulating eosinophils are in line with data
from previous studies [74]. Studies suggest that colony-stimulating factors re-
leased from cells, within the pulmonary compartment, may influence hematopo-
etic cells. Whether the observed decrease in number of eosinophils is the result of
reduced production of these colony-stimulating factors (<?.£. IL-5) within the lung
[12,75], or that corticosteroids have a direct effect on bone marrow by preventing
the release of maturing eosinophils into the blood stream, is not clear. We specu-
late that the reduction in peripheral blood eosinophils probably reflects reduced
airway inflammation with subsequent decrease in eosinophil colony forming
units.
The observed changes in erythrocyte antioxidant levels may be induced by a de-
creased generation of ROS, induced by effects of BDP on asthmatic inflamma-
tion. The changes in erythrocyte antioxidant levels may reflect the adjustment of
antioxidant levels in erythrocyte progenitor cells, which respond to a decreased ex-
posure to ROS in the circulation. In asthmatic patients, ROS generation is in-
creased [76,77] and, even in patients with stable asthma, the oxidant-antioxidant
balance is disturbed, as was demonstrated in peripheral blood [78]. In order to
treat our patients most efficiently, we need to know whether primary therapy in
asthma should be aimed at controlling ROS production or providing additional
antioxidative defenses. Future studies in asthmatic patients should analyse the oxi-
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dative burden and antioxidant defenses simultaneously in order to answer this
question.
Studies in the second part of the thesis showed that treatment with BDP induced
changes in BHR and levels of inflammatory mediators, whereas judging from their
clinical status, patients were considered not to be candidates for treatment with in-
haled steroids. However, it has been shown that a dissociation may occur between
asthma symptoms and levels of airway inflammation in stable asthmatics [79].
The former study also showed that airway inflammation and BHR correlated
quite well. This might imply that levels of BHR (as indirect indicators of airway
inflammation and airway remodelling) should be added to the current guidelines
for the treatment of asthma, in addition to evaluation of asthma symptoms. This
has recently been suggested by Sont rt*z/., who showed that this policy leads to an
improved control of asthma and, more-over, results in a decrease in the thickness
of the basement membrane [80]. One study also showed that early introduction of
inhaled corticosteroids may reverse airway collagen deposition [81], which may
occur due to actions of inflammatory mediators (like IL-4, TNFa) [82]. This im-
plies that sensitive methods, that can detect even mild inflammatory changes, are
needed in order to prevent chronic airway remodelling.
From our studies, it can be concluded, that the markers, used in this thesis for the
monitoring of asthmatic disease, did not live up to the criteria for "biomarkers";
levels of peripheral blood sICAM-1 and sTNF-R55 did not discriminate between
asthmatics and healthy subjects, whereas sICAM-1, sTNFR-55 and antioxidant
levels in erythrocytes did not correlate with levels of asthma severity nor did they
correlate with BDP-induced changes in BHR. The absence of a clear correlation
between the circulating inflammatory mediators and asthmatic inflammation is
probably explained by the fact that asthma is primarily an inflammation within
the pulmonary compartment and, although leakage of inflammatory mediators
and activated cells occurs into the general circulation, these inflammatory media-
tors in peripheral blood insufficiently reflect the intensity of asthmatic inflamma-
tion. Therefore these markers can not be used as single markers in peripheral
blood, reflecting disease in individual patients with asthma. Determination of the
inflammatory markers, used in this thesis, in combination with newer techniques
(/.*. induced sputum) may provide a solution. Also combining newly developed
techniques may increase their potential usefulness in the monitoring of asthmatic
inflammation; a recent study showed, that the combination of NO measurements
in exhaled air and the number of eosinophils in induced sputum extend the esti-
mation of airway inflammation, although correlation with asthma symptoms was
low [83]. In addition, certain markers may not be useful in patients, treated with
corticosteroids [84], since corticosteroids may have a direct inhibiting effect on
the marker itself, instead of reflecting asthmatic inflammation [85]. Whether the
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combination of peripheral blood markers (f.g. ECP, circulating adhesion mole-
cules, T-lymphocyte-activation markers) and the newer techniques will be more
valuable in die assessment and the monitoring of asthmatic inflammation in the
individual patient needs further investigation.
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Samenvatting en discussie
10.1 SAMENVATTING
Het eerste deel van dit proefschrift beschrijft het effect van TNFa op de ontwikke-
ling van bronchiale hyperreactiviteit /» wVro en onderzoekt effecten van genees-
middelen, gebruikt bij de behandeling van astma, op het immuun-systeem
middels /« w'/ro onderzoek.
Diverse studies hebben aangetoond dat TNFa een rol speelt in de pathofysiologie
van astma. Cellen, betrokken bij de astmatische ontstekingsreactie, zoals epitheel-
cellen, mestcellen, geactiveerde T-lymfocyten en macrofagen, tonen een verhoog-
de afgifte van TNFa en TNFa versterkt op zijn beurt de inflammatoire reactie,
leidend tot een ontstekings-spiraal.
Na blootstelling aan allergenen worden tijdens de late astmatische reactie (LAR)
verhoogde concentraties van TNFa aangetroffen. Aangezien deze LAR gepaard
gaat met een toename van bronchiale hyperreactiviteit, veronderstelden wij dat
TNFa de contractiliteit van glad spierweefsel, gelokaliseerd in de bronchien, door
een direct effect zou kunnen doen toenemen. In /w^tfH/fr 3 onderzochten wij het
effect van TNFa op de isotone contractie van tracheaal glad spierweefsel van de
cavia, opgehangen in een orgaan-bad. Toevoeging van TNFa ( 1 0 " tot 10"'" M)
gedurende 30 minuten aan dit orgaan-bad, resulteerde in een toename van de ge-
stimuleerde maximale contractie van glad spierweefsel met 70%. Gelijktijdige toe-
voeging van een specifiek TNFa-blokkerende stof (sTNFR-p80) aan dit
orgaan-bad deed de toegenomen contractiliteit volledig verdwijnen; dit bewijst
dat het effect inderdaad specifiek door TNFa veroorzaakt wordt. Aanvullend
blijkt dat een periode van meer dan 30 minuten vereist is alvorens het effect van
TNFa op de contractiliteit van glad spierweefsel bemerkbaar wordt; dit zou erop
kunnen duiden dat er andere mediatoren door TNFa gei'nduceerd worden. Het is
bekend dat TNFa het enzym fosfolipase A, stimuleert, hetgeen ondermeer leidt
tot de vorming van prostaglandines en PAF. Om dit te onderzoeken voerden wij
een experiment uit waarbij, gelijktijdig met TNFa, een specifieke prostaglandi-
ne-synthese remmer (indometacine) of WEB 2086 (een stof, welke PAF-effecten
remt) werd toegevoegd aan het orgaan-bad. Alhoewel indometacine zelf ook de
contractiliteit van het gladde spierweefsel bleek te verhogen, bleek er geen be'in-
vloeding van het TNFa effect aanwezig. Echter, toevoeging van WEB 2086 blok-
keerde het effect van TNFa volledig, er op duidend dat PAF betrokken is in het
effect van TNFa op glad spierweefsel. Gezien het tijdsbeloop in onze experimen-
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ten en de biologische beschikbaarheid van PAF, speculeren wij dat ofwel TNFa de
aanmaak van PAF in gladde spier cellen stimuleert ofwel dat gladde spier cellen
contact maken met cellen, die, ten gevolge van blootstelling aan TNFa, PAF pro-
duceren en via de PAF-receptor van de gladde spiercel de contractiliteit van deze
eel beTnvloeden.
De bevindingen in deze studie vullen observaties in humane studies aan en leiden
tot de hypothese dat blootstelling aan TNFa resulteert in bronchiale hyperreacti-
viteit door een directe beinvloeding van gladde spier contractiliteit door TNFa.
Nadat dit effect van TNFa op de contractiliteit van gladde spieren aangetoond
was, onderzochten wij in /wo/z&ft<£ ^de effecten van theofylline op de uitscheiding
van pro-inflammatoire mediatoren (TNFa, IL-6 en IL-8) en oplosbare TNF-re-
ceptoren, zowel in monocyten als alveolaire macrofagen. Theofylline bleek een
dosis-afhankelijke remming van de uitscheiding van TNFa in lipopolysacchari-
de(LPS)-gestimuleerde monocyten te veroorzaken; bij een theofylline-concentra-
tie van 20 (J.g/ml was er sprake van een gedeeltelijke remming, welke maximaal was
bij een concentratie van 80 |^g/ml; deze concentratie wordt echter klinisch niet ge-
bruikt, omdat deze gepaard gaat met onacceptabele bijwerkingen. Aanvullend on-
derzoek laat zien dat op mRNA-niveau, theofylline (20 |J.g/ml) de ophoping van
LPS-gestimuleerde TNFa-mRNA met 59% remt en de ophoping van LPS-gein-
duceerde IL-6 mRNA met 49% remt. Echter in het geval van IL-6, worden er op
eiwit-niveau nauwelijks veranderingen gevonden, zodat wij vermoeden dat de ver-
minderde IL-6 mRNA synthese gecompenseerd wordt door post-transcriptionele
mechanismen.
Aanvullend bleek dat de door theofylline veroorzaakte remming van de uitschei-
ding van TNFa niet verklaard kan worden door verhoogde concentraties van
IL-10 (IL-10 remt namelijk de synthese van TNFa); integendeel, theofylline leek
eerdereen daling van IL-10 te veroorzaken. Ditzou kunnen berusten op een, door
theofylline veroorzaakte, daling van TNFa, aangezien TNFa de aanmaak van
IL-10 induceert, als onderdeel van een natuurlijk regulatie-mechanisme.
In tegenstelling tot monocyten, bleek theofylline geen invloed te hebben op de
uitscheiding van cytokines door macrofagen, hetgeen verklaard zou kunnen wor-
den door het feit dat macrofagen verder uitgerijpt zijn dan monocyten. Dit laatste
verklaart waarschijnlijk ook de bevinding dat macrofagen meer TNFa uitscheiden
dan monocyten. Zo bleek theofylline ook de afsplitsing van TNF-receptor-75 te
be'i'nvloeden in monocyten, terwijl er geen veranderingen optraden in macrofagen.
Het belang van dit verschil is vooralsnog onduidelijk.
In menselijke bloedvatcellen (endotheel) bleek theofylline (100 (Xg/ml) de expres-
sie van VCAM-1 op de membraan van TNFa-gestimuleerde endotheel-cellen te
rernmen, terwijl er geen effect gezien werd op de LPS-gestimuleerde VCAM-1 ex-
pressie van endotheel-cellen. De expressie van andere adhesie-moleculen
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(ICAM-1 en E-selectin-1) of uitscheiding van proinflammatoire mediatoren (IL-6
en IL-8) werd niet beinvloed door theofylline. Aangezien VCAM-1 betrokken is
in de regulatie van de influx van eosinofielen en lymfocyten in weefsel, zouden be-
vindingen uit ons;» w>ro onderzoek de basis kunnen vormen voor bevindingen in
humaan onderzoek, die laten zien dat theofylline ophoping van eosinofielen en
T-lymfocyten in bronchusweefsel remt en dat staken van theofylline leidt tot een
toename van deze cellen in de bronchiaal mucosa van patienten met astma.
Samenvattend laat het onderzoek, beschreven in dit hoofdstuk, zien dat theofylli-
ne /'« «'m> immuno-modulerende eigenschappen bezit, op basis waarvan een deel
van de gunstige effecten van theofylline in de behandeling van astma verklaard
zouden kunnen worden.
Naast theofylline wordt tegenwoordig bij de behandeling van astma in toenemen-
de mate gebruik gemaakt van zogenaamde langwerkende p,-sympaticomimetica.
De toegevoegde waarde van deze medicatie voor de behandeling van astma zou,
naast luchtweg-verwijding, ook kunnen berusten op immuno-modulerende effec-
ten. In /rao/a!tfw£ 5 werden de effecten van salmeterol en salbutamol op de uitschei-
ding van pro-inflammatoire mediatoren (TNFa, IL-6 en IL-8) onderzocht /'«
w'fro in LPS-gestimuleerde monocyten, afkomstig van bloed van gezonde vrijwilli-
gers. Salmeterol (10®- 1(H' M) en salbutamol (10M0'* M) bleken beide de uit-
scheiding van TNFa te remmen (maximale remming 50%) en voor IL-6 werd er
een trend tot remming gezien. Bij salbutamol bleek er sprake van een dosis-afhan-
kelijke remming van TNFa, terwijl er voor salmeterol al een maximale remming
van TNFa optrad bij de laagste concentraties. Coi'ncubatie met propranolol, een
P-antagonist, bleek het effect van salmeterol en salbutamol volledig teniet te doen,
aantonend dat de (3-receptor betrokken is in dit effect. Aanvullend bleek dat IL-10
hier mogelijk wel betrokken is in de remming van TNFa door salmeterol en sal-
butamol, aangezien in deze experimenten de IL-10 uitscheiding wel bleek toe te
nemen bij de hoogste concentratie van LPS. Aangezien de uitscheiding van TNFa
ook geremd werd in experimenten waar geen verhoogde uitscheiding van IL-10
aanwezig was, werden de effecten van salmeterol en salbutamol op de LPS-geindu-
ceerde ophoping van TNFa- en IL-6 mRNA onderzocht, analoog aan de experi-
menten met theofylline. Zowel salmeterol als salbutamol bleken de ophoping van
TNFa mRNA en in mindere mate IL-6 mRNA te remmen.
Het tweede deel van het proefschrift beschrijft de effecten van behandeling met in-
halatie-steroiden (beclomethasone dipropionate) in patienten met stabiel, mild
astma bronchiale. Gekeken werd naar de effecten op astma-symptomen en bron-
chiale hyperreactiviteit, gemeten met behulp van koude lucht bronchoprovocatie.
Tegelijkertijd werd het effect van de behandeling met inhalatie-steroiden vervolgd
aan de hand van biologische merkstoffen in het bloed van astmatische patienten.
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In /wy£&ft<£ 6"wordt het effect van de behandeling met geinhaJeerd beclomethaso-
ne dipropionate (1000 (Ig/dag gedurende zes weken) vervolgd aan de hand van
astma-symptomen, piek-flow en long-functie-metingen alsmede bepalingen van
de bronchiale hyperreactiviteit. Veertig patienten met stabiel, mild astma (geen in-
halatie-steroiden gebruikend) namen deel aan een dubbel-blind, placebo-gecon-
troleerd onderzoek. Per groep namen evenveel mannen als vrouwen deel om te
corrigeren voor verschillen in luchtwegdiameter. Bronchiale hyperreactiviteit
werd bepaald middels de isocapnische koude lucht bronchoprovocatie techniek,
welke op een natuurlijke wijze een luchtweg-vernauwing induceert en een be-
trouwbare maatstaf voor bronchiale hyperreactiviteit vormt. Het effect van koude
lucht inhalatie werd beoordeeld aan de hand van flow-volume metingen alsmede
middels impedantie-metingen van de luchtwegen met behulp van de geforceerde
oscillatie techniek (FOT). FOT metingen behoeven niet vooraf gegaan te worden
door geforceerde inademingsmanoeuvres, die, doordat zij luchtweg verwijding
kunnen geven, het resultaat van de hyperreactiviteits-metingen kunnen be'i'nvloe-
den. Koude lucht bronchoprovocatie resulteerde bij onze patienten in duidelijke
dalingen van de FEV, (18% van de uitgangswaarde) en karakteristieke veranderin-
gen in de impedantie-curves: een toename van de weerstand bij 8 Hz, de ontwik-
keling van een negatieve frequentie-afhankelijkheid van de weerstands-curve
(dwz. de weerstand daalt bij stijgende frequentie van het opgelegde signaal), een
dating van de reactantie bij 8 Hz en een stijging van de resonantie-frequentie (dwz.
die frequentie, waarbij de reactantie-curve de nuUijn passeert). Observaties in ons
onderzoek bevestigden bevindingen uit eerdere studies. Verder bleken de verande-
ringen in de FOT parameters te correleren met de veranderingen in de FEV,. Be-
handeling van patienten met beclomethasone resulteerde in een afname van de
reactie op de koude lucht bronchoprovocatie, geevalueerd middels de geforceerde
oscillatie techniek. Belangrijkste bevindingen waren een minder sterke weer-
standstijging bij 8 Hz, een minder uitgesproken negatieve frequentie-afhankelijk-
heid, een minder sterke daling van de reactantie bij 8 Hz alsmede een minder
sterke stijging van de resonantie-frequentie. Alhoewel in het conventionele long-
functie onderzoek een tendens tot minder sterke daling van de FEV, na koude
lucht inhalatie aanwezig leek te zijn, waren deze veranderingen niet significant
verschillend van de placebo-groep. Verder bleek het IgE gehalte in bloed te corre-
leren met het effect van beclomethasone op de koude lucht broncho-provocatie.
Astma-symptoom scores, piek-flow metingen alsmede medicatie gebruik veran-
derden niet in de met beclomethasone-behandelde groep; bedacht moet wel wor-
den dat deze patienten al een stabiel, licht astma hadden met relatief weinig
klachten.
Samenvattend tonen wij in dit hoofdstuk aan dat behandeling met beclomethaso-
ne bronchiale hyperreactiviteit vermindert in patienten met stabiel astma en dat de
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geforceerde oscillatie techniek gevoeliger is voor veranderingen in de tonus van de
luchtwegen dan de conventionele flow-volume bepalingen.
7 beschrijft de veranderingen van inflammatoire mediatoren in het
bloed van patienten, welke deelnamen aan het protocol, zoals beschreven in
hoofdstuk 5. Wij bestuurden veranderingen in het niveau van circulerende adhe-
sie-moleculen, enerzijds omdat deze moleculen in toegenomen hoeveeiheid aan-
wezig zijn in de bronchiaal mucosa van astmatici, andererzijds omdat, zowel bij
acuut astma als na allergeen provocatie, in het perifeer bloed verhoogde concentra-
ties van circulerende adhesie-moleculen waargenomen zijn. Dit suggereert dat ver-
anderingen van mediatoren in perifeer bloed in bepaalde mate veranderingen in
het long compartiment kunnen weerspiegelen. Aangezien TNFa de expressie van
adhesiemoleculen, zowel op epitheel - als endotheel-cellen doet toenemen, onder-
zochten wij ook de hoeveeiheid circulerende TNF-receptoren, welke een goede
maat vormen voor de inflammatoire status van een patient. Ook voor circulerende
TNF-receptoren geldt dat zij bij een exacerbatie van astma in verhoogde concen-
traties kunnen voorkomen in perifeer bloed. Bij aanvang van de studie bleken het
niveau van circulerende inflammatoire mediatoren (sICAM-1, sE-selectin-1,
sTNF-R55 en sTNF-R75) in onze groep van astma-patienten vergelijkbaar met
het niveau van deze mediatoren in bloed van gezonde vrijwilligers. Behandeling
met beclomethasone resulteerde in een significante afname van circulerend
TNF-R55 in astmatische patienten, welke reeds bemerkbaar was na 2 weken be-
handeling. Daarnaast trad er een geleidelijke daling op in het niveau van circule-
rend ICAM-1, welke na 6 weken statistisch significant was. Opvallend was dat de
grootte van verandering in sICAM-1 (30 ng/ml) vergelijkbaar was met verande-
ringen van sICAM-1 in perifeer bloed na segmentele allergeen provocatie. Verder
bleek behandeling met beclomethasone vanaf 2 weken te resulteren in een signifi-
cante daling van het aantal eosinofiele cellen in perifeer bloed. Alhoewel verande-
ringen in circulerend ICAM-1 en TNF-R55 significant correleerden met niveaus
ten tijde van het begin van de studie, bleken de veranderingen ten tijde van behan-
deling met beclomethasone niet te correleren met de ernst van astma, gemeten aan
long-functie, bronchiaJe hyperreactiviteit en aantal eosinofiele granulocyten. Wij
veronderstellen dat de veranderingen van sTNF-R55 en sICAM-1 in perifeer
bloed een weerspiegeling zijn van de anti-inflammatoire effecten van beclometha-
sone op de bronchiale mucosa.
Vervolgens beschrijven wij in /w0/S&/w£ S de niveaus van antioxidatieve enzymen
(superoxide dismutase, catalase, glutathion-peroxidase en glutathion S-transfera-
se) en anti-oxidanten (glutathion) in de erythrocyten van de hierboven beschreven
groep patienten en vervolgen het effect van behandeling met beclomethasone op
het anti-oxidatief systeem.
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Cellen, betrokken bij de astmatische reactie, produceren toegenomen hoeveelhe-
den zuurstof radicalen. Deze zuurstof radicalen spelen een rol in de pathofysiolo-
gie van astma, aangezien zij veranderingen in luchtweg-reactiviteit, lekkage van
plasma en productie van inflammatoire mediatoren veroorzaken (bijvoorbeeld
PAF). Daarnaast blijkt er bij patienten met astma ook nog sprake van een verla-
ging van hun anti-oxidatieve enzym-systeem (zoals ondermeer voor catalase en
glutathion-peroxidase). Dit complex van veranderingen leidt er toe dat patienten
met astma een verstoorde oxidant-antioxidant balans hebben. In ons onderzoek
hebben wij met name gekeken naar veranderingen in het antioxidatieve systeem
van de erythrocyt, aangezien diverse studies hebben laten zien dat dit een goede
weerspiegeling vormt voor de mate van chronische blootstelling aan zuurstof-radi-
calen.
Ons onderzoek laat zien dat tijdens behandeling met beclomethasone een geleide-
lijke toename van catalase optreedt, welke na 6 weken therapie significant verschilt
ten opzichte van placebo. Glutathion verandert ook significant na 6 weken behan-
deling met beclomethasone, echter hier treedt een geleidelijke daling in het gluta-
thion-gehalte van de erythrocyt op. De veranderingen in catalase bleken
omgekeerd evenredig te zijn met het begin-niveau van catalase in de erythrocyt; dit
was niet het geval voor glutathion. Verder bleken degenen, die tijdens behandeling
met beclomethasone een stijging van het catalase lieten zien (responders), signifi-
cant hogere aantallen eosinofiele granulocyten in het perifeer bloed te hebben ten
opzichte van de non-responders. In dit onderzoek konden er geen verbanden ge-
vonden worden tussen antioxidant niveaus en en de ernst van astma (longfunctie,
bronchiale hyperreactiviteit, IgE); evenzo bestond er geen correlatie tussen de ef-
fecten van beclomethasone op het antioxidatieve systeem en de ernst van de astma.
Een mogelijke verklaring voor de door ons gevonden veranderingen in de antioxi-
dant niveaus binnen de erythrocyt zou een verminderde blootstelling van erythro-
cyten aan zuurstof radicalen kunnen zijn, secundair optredend aan de
anti-inflammatoire effecten van beclomethasone in de luchtwegen van astmati-
sche patienten.
10.2 DISCUSSIE
In dit proefschrift werd aangetoond dat TNFa bronchiale hyperreactiviteit op-
wekt ten gevolge van een direct effect van TNFa op de contractiliteit van gladde
spiercellen; ook andere cytokines, zoals IL-5 en IL-4, kunnen bronchiale hyperre-
activiteit veroorzaken, echter tot op heden is er nog geen direct effect op gladde
spier cellen aangetoond voor deze cytokines. TNFa wordt vroeg tijdens de inflam-
matoire reactie geproduceerd en kan op zijn beurt deze reactie versterken door toe-
genomen expressie van adhesiemoleculen en bevordering van cytokine
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uitscheiding door cellen. Derhalve wordt aan TNFa een centrale rol toebedeeld in
de astmatische inflammatoire reactie. Wij onderzochten /'« w'rro mogelijke anti-in-
flammatoire efFecten van medicijnen, gebruikt in de behandeling van astma. Sal-
meterol en salbutamol remden de LPS-gestimuleerde ophoping van mRNA voor
TNFa en IL-6 in vergelijkbare mate ten opzichte van theofylline, echter, terwijl de
effecten van salmeterol en salbutamol al optraden bij therapeutische concentraties,
bleken de efFecten van theofylline pas op te treden bij relatief hoge doseringen. Een
bezwaar van onze methode is dat voor ons onderzoek cellen afkomstig van gezon-
de vrijwilligers gebruikt werden, waarbij de activatie-toestand van deze cellen kan
verschillen met die van astmatische patienten. Voor theofylline is aangetoond dat
de remming van fosfodiesterase meer uitgesproken is in atopische patienten dan
gezonden, leidend tot de veronderstelling dat theofylline bij astmatische patienten
al in lagere doseringen werkzaam kan zijn. Klinische studies lijken in deze richting
te wijzen en momenteel worden er specifieke fosfodiesterase-IV remmers ontwik-
kelt, welke /'« wVro een meer uitgesproken anti-inflammatoire werking lijken te
hebben dan theofylline.
Alhoewel wij in onze studies anti-inflammatoire efFecten aantoonden voor P,-ag-
onisten in pharmaceutische concentraties, lijken er /'« w't/o verschillen te zijn be-
trefFende het anti-inflammatoir efFect van lang-werkende p,-agonisten ten tijde
van acute astmatische reacties (zoals bijvoorbeeld optredend na allergeen-bloot-
stelling) en in de meer chronische situatie. Na allergeen blootstelling remt salmete-
rol de ontwikkeling van bronchiale hyperreactiviteit, hetgeen deels verklaard zou
kunnen worden door remmende efFecten van salmeterol op TNFa (zoals beschre-
ven in hooFdstuk 3 en 5). De discrepantie tussen onze bevindingen van anti-in-
flammatoire efFecten van salmeterol (en salbutamol) /» p/Vro en de schijnbaar
afwezige invloed van salmeterol op de bronchiale inflammatie in stabiel astma zijn
niet eenvoudig te verklaren. Zeker voor salmeterol zou men ook /'« f/'w efFect ver-
wachten, mede gezien de lange werkingsduur van salmeterol. Een mogelijke ver-
klaring hiervoor zou een verminderde productie van cAMP kunnen zijn ten
gevolge van de astmatische inflammatie; alveolaire macroFagen van astmatische
patienten produceren inderdaad minder cAMP na stimulatie dan macroFagen, aF-
komstig van gezonde vrijwilligers. Het bronchusverwijdend efFect van p-agonisten
wordt hierdoor niet beinvloed, aangezien dit niet via cAMP gemedieerd wordt.
Daarentegen speelt cAMP wel een rol bij immuun-regulerende efFecten van P-ag-
onisten, zoals salmeterol. Dit zou verklaren waarom de anti-inflammatoire efFec-
ten van p-agonisten minder uitgesproken zijn bij de astmatische patient.
Combinatie van lang-werkende p,-agonisten met (inhalatie) corticosteroiden zou
daarentegen kunnen leiden tot een versterkt anti-inflammatoir efFect van de p,-ag-
onisten, leidend tot een efFectievere behandeling van astma.
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Het tweede deel van het proefschrift beschrijft de effecten van geinhaleerd beclo-
methasone op bronchiale hyperreactiviteit en op biologische merkstoffen in het
perifere bloed van patienten met astma.
Dit deel van het onderzoek werd verricht in patienten met stabiel, licht astma.
Volgens de nieuwe richtlijnen voor de classificatie van astma zouden deze patien-
ten omschreven moeten worden als patienten met intermitterend astma. Onder-
zoek heeft aangetoond dat zelfs intermitterend astma gepaard gaat met bronchiale
inflammatie en dat, zelfs bij deze patienten, er al een verbreding van de basaal
membraan aanwezig is.
De patienten in onze onderzoeks-groep bezaten een uitgesproken bronchiale hy-
perreactiviteit, blijkend uit de omvang van hun reactie op de koude lucht bron-
choprovocatie. Behandeling met beclomethasone verminderde de bronchiale
hyperreactiviteit, mits gemeten met behulp van de geforceerde oscillatie techniek.
Het feit dat er geen duidelijk effect optrad, indien de FEV, werd gebruikt als res-
pons-parameter kan verklaard worden uit de bevindingen van een recente studie,
die liet zien dat, juist in patienten met lichte vormen van astma, de geforceerde
diepe inspiratie, zoals vereist voor de FEV, bepaling, leidt tot een uitgesproken
luchrweg-verwijding en derhalve de door koude lucht opgewekte luchtweg-ver-
nauwing maskeert.
We veronderstellen dat ook in onze patienten-groep een bronchiale inflammatie
aanwezig moet zijn, volgend uit het feit dat bronchiale hyperreactiviteit en lucht-
weg inflammatie aan elkaar gecorreleerd zijn. Alhoewel wij bij onze patienten geen
bronchusbiopten genomen hebben, bleek beclomethasone in een andere studie,
met een vergelijkbare studie-duur en intensiteit van behandeling, een significante
reductie van bronchiale inflammatie te bewerkstelligen. Ook bleek beclomethaso-
ne een verandering in de activatie status van T-lymfocyten te veroorzaken, zowel
in de broncho-alveolaire lavage als in perifeer bloed. Derhalve vervolgden wij ver-
anderingen in merkstoffen in perifeer bloed, die de veranderingen van bronchiale
inflammatie zouden kunnen weerspiegelen, zoals beschreven in de laatste twee
hoofdstukken van dit proefschrift. Aangezien pilot-studies geen pro-inflammatoi-
re cytokines (TNFa, IL-6 en IL-8) konden aantonen in het perifere bloed van
onze patienten, gebruikten wij andere markers van inflammatie in het perifere
bloed. Wij vonden dat ten tijde van behandeling met beclomethasone een daling
van circulerend TNF-R55 en ICAM-1 optrad, parallel met een daling van de
bronchiale hyperreactiviteit. Mogelijke verklaringen voor deze daling van inflam-
matoire mediatoren zou kunnen zijn dat beclomethasone de aanmaak van deze
stoffen in epitheel- of endodieel-cellen remt of dat beclomethasone de produktie
van cytokines zoals IL-4 en TNFa remt, die de expressie van deze mediatoren
mede beinvloeden.
Het effect van beclomethasone op het aantal eosinofiele granulocyten in de circu-
latie onderschrijft bevindingen uit andere studies. Men denkt dat cellen, gelokali-
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seerd in de long, kolonie-stimulerende factoren produceren, die de hemato-
logische stamcellen aanzetten tot productie van ondermeer eosinofiele granulocy-
ten. Corticosteroiden zouden dan effect kunnen uitoefenen op het aantal perifere
eosinofiele granulocyten ofwel door een remmende werking op de synthese van •
deze kolonie-stimulerende factoren of door remming van het vrijkomen van eo-
sinofiele granulocyten vanuit het beenmerg naar de bloedbaan. Wij vermoeden
dat de door ons waargenomen vermindering van het aantal eosinofiele cellen zou
kunnen berusten op een remming van de bronchiale inflammatie met daarop vol-
gend een afname van de productie van kolonie-vormende factoren.
Analoog hieraan zouden de veranderingen in de antioxidanten en antioxidatieve
enzymen, zoals die optraden in erythrocyten, verklaard kunnen worden door een
afname van de productie van zuurstof-radicalen, eveneens veroorzaakt door rem-
ming van de astmatische inflammatie door beclomethasone. De progenitor cellen
in het beenmerg zouden dan hierop kunnen reageren met een verminderde aan-
maak van anti-oxidatieve enzymen. Aangezien astma niet alleen gepaard gaat met
verhoogde zuurstof-radicaal productie, maar ook met verlaging van antioxidatieve
enzymen, is het vanuit therapeutisch oogpunt van belang op welke (primaire)
stoornis wij onze behandeling moeten richten. Om dit adequaat te kunnen onder-
zoeken is gelijktijdige bestudering van zowel de zuurstof radicaal productie als ana-
lyse van de anti-oxidatieve verdedigingsmechanismen van belang.
Beclomethasone bleek in staat een afname van bronchiale hyperreactiviteit en een
daling van inflammatoire mediatoren te induceren in patienten met ogenschijnlijk
stabiel, licht astma. Afgaand op de symptomen van astma in onze patienten, zou er
volgens de vigerende internationale richtlijnen geen reden geweest zijn hen te be-
handelen met corticosteroiden. Er blijkt echter een duidelijke discrepantie te kun-
nen optreden tussen astma-symptomen en mate van bronchiale inflammatie.
Aangezien er een redelijke correlatie bestaat tussen bronchiale hyperreactiviteit en
bronchiale inflammatie, zou dit een reden kunnen zijn om, behoudens astma-
symptomen, ook de ernst van bronchiale hyperreactiviteit mee te wegen in onze
overwegingen betreffende de medicamenteuze behandeling van astma. Sont en
co-auteurs toonden aan dat deze manier van behandeling leidt tot een betere con-
trole van astma en de structurele omvorming van astmatische luchtwegen remt. Er
zijn aanwijzingen dat vroegtijdige introductie van inhalatie-corticostero'iden kan
leiden tot een vermindering van de al aanwezige structurele ombouw van de ast-
matische luchtwegen, waarvan men aanneemt dat deze plaats vindt onder invloed
van inflammatoire mediatoren (bijvoorbeeld IL-4, TNFa). Derhalve lijken tech-
nieken, welke bronchiale inflammatie vroegtijdig kunnen detecteren, van belang
in de klinische praktijk om deze chronische structurele ombouw van astmatische
luchtwegen te voorkomen.
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Uit dit proefschrift blijkt dat de mediatoren, die wij gebruikt hebben in onze stu-
dies om astma te monitoren, niet geschikt zijn als "biomarkers": niveaus van circu-
lerend ICAM-1 en TNF-R55 bleken enerzijds niet te discrimineren tussen
patienten met astma en gezonde personen, anderzijds bleek er onvoldoende sa-
menhang tussen de concentraties van deze stoffen en de ernst van astma. Evenmin
bleken zij te het effect van beclomethasone op de bronchiale hyperreactiviteit te
kunnen voorspellen. De verklaring hiervoor zou kunnen zijn dat astma zich pri-
mair gedraagt als een ontsteking, met name gelokaliseerd in het long-comparti-
ment, en, alhoewel er soms lekkage van deze mediatoren naar de algemene
circulatie kan optreden, weerspiegelt dit onvoldoende de (bronchiale) astmatische
inflammatie. Combinatie van onze "markers" met nieuwere onderzoeks-metho-
den (zoals bijvoorbeeld geinduceerd sputum of bepaling van vluchtige gassen in
uitademings-lucht (bijv.NO)), zou een oplossing kunnen bieden. Recent bleek
dat de combinatie van het aantal eosinofiele granulocyten in geinduceerd sputum
en meting van NO in uitgeademde lucht bij patienten met astma wel meer infor-
matie biedt over de uitgebreidheid van de inflammatie, echter desalniettemin bleef
de samenhang met astma symptomen laag. Van belang is verder dat bepaalde me-
dicijnen, gebruikt ter behandeling van astma, ook rechtstreeks de productie van
deze markers beinvloedt en daarmee de markers als monitor van de ziekte-activi-
teit onbetrouwbaar maakt. Of markers in perifeer bloed (zoals ondermeer ECP,
adhesie-moleculen, T-lymfocytaire activatie markers), gecombineerd met nieuwe-
re technieken een toegevoegde waarde zullen hebben in de karakterisering en mo-
nitoring van de bronchiale inflammatie in de individuele patient met astma zal
nader onderzocht moeten worden.
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